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INTRODUCTION



INTRODUCTION

L'étude de 1'ovogenése a fait 1'objet de nombreux travaux dans
toutes les classes animales. Chez les Myriapodes toutefois, les recherches sont
souvent anciennes ou fragmentaires. Les premiéres observations morphologiques,
effectuées chez diverses espéces de Myriapodes, sont dues a FABRE (1855).

L'étude cytologique de la croissance ovocytaire chez L. forficatus,
d'abord entreprise par IUBBOCK (1861), fut complétée par TONNIGES (1902),

NATH (1924), KING (1925) et KOCH (1925). Plus récemment, ZERBIB (1956) a décrit

- la structure de la gonade et de quelgques phases ovogénétiques au cours du déve-

loppement post-embryonnaire.

Les seules descriptions ultrastructurales sont relatives au nucléole
chez Scolopendra (BEAMS et SEKHON, 1967), chez Scutigera (BEAMS et SEKHON, 1968)
et 4 1'évolution de quelques inclusions cytoplasmiques chez Polydesmus angustus
(PETIT, 1970, T3).

D'autre part, le contr8le de la fonction ovarienne par les facteurs

externes et mewseendocriniens, fréquemment étudié chez les Crustacés (ADIYODI et
ADIYODI, 1970 et DEMEUSY, 1970) et notamment chez les Insectes (revues de

P. JOLY, 1968 et ENGELMANN, 1970), n'a, jusqu'a présent, fait 1'objet d'aucune
recherche chez les Myriapodes.

Nous avons entrepris 1'étude de la régulation du cycle ovogénétique
chez les Chilopodes. ’

Avant d'aborder 1'étude expérimentale, nous avons effectué, en mi~-
croscopie photonique et électronique, 1'étude cytologique et cytochimique dcs
différentes phases ovogénétiques, et tenté d'établir des relations entre les
évolutions cytologiques et physiologiques.

Le cycle ovogénétique annuel, qui n'avait, jusqu'alors, fait 1'objet
que d'observations incomplétes (ROBERTS, 1956; IEWIS, 1965), a été établi de
maniére précise.

Ces données cytologiques et biologiques de base étant acquises, nous
avons recherché le rdle des facteurs externes (lumidre, température, jefne),
de la fécondation, et surtout l'action des centres nerveux et endocriniens.

L'étude expérimentale a porté essentiellement sur deux centres endoe

crines : 1) les cellules neurosécrétrices de la pars intercerebralis ; 2) le

complexe constitué par les cellules neurosécerétrices des lobes antérodorsaux du



protocérébron et les glandes cérébrales. L'efficacité et le mode d'action de
ce dernier ont été précisés par des ablations et par des implantations partiel-
les chez des animaux soumis i des stress variés,

. Le rble des ganglions sous-oesophagien et génital a également été
recherché,

Le probléme de 1'origine des précurseurs vitelliniques a été envi-
sagé. I1 a été abordé i 1'aide de techniques expérimentales et biochimiques,
qui ont permis d'apporter quelques précisions relatives a 1l'action des centres
mewseendocriniens sur 1'ovogeneése.

ILes centres endocrines interviennent dans le déterminisme des mues
(R. JOLY, 1966) ; il nous a donc paru nécessaire d'étudier les interactions
éventuelles entre les processus exuviatoires et ovogénétiques.

Dans un dernier chapitre enfin, nous avons recherché le stade du
développement post-embryonnaire & partir duquel le cycle ovogénétique est com-
plet, et essayé de déterminer les facteurs provoquant l'apparition de la vitel-

logenése.



MATERIEL ET TECHNIQUES



MATERIEL ET TECHNIQUES

Nous avons effectué nos recherches chez le Chilopode Lithobius
forficatus L., relativement abondant dans le Nord de la France. L'étude cyto-
logique de la croissance ovocytaire et celle de la régulation du cycle ovogéné.
tique ont été réalisées chez des individus maturus senior, selon la terminolo-

gle de VERHQEFF (1905). L'évolution de la gonade au cours de la croissance est
étudiée chez des Jjeunes animaux parvenus a divers stades du développement

post-embryonnaire.

I - ETUDE HISTOLOGIQUE ET CYTOLOGIQUE

A - MICROSCOPIE PHOTONIQUE

L'appareil génital est fixé in situ. Le vitellus des ovocytes mirs
durcissant généralement & la fixation et génant la confection des coupes, nous
avons 4@ tester plusieurs technigues. Les résultats les plus satisfaisants
sont obtenus aprés fixation par le liquide de SMITH (24 heures), lavage, déshy-
dratation, imprégnation & la celloidine & 1 % et inclusicn dans un mélange de
Tissuemat et de Paraplast. Un passage de 12 & 24 heures dans un liquide ramol-
lissant (Mollifex B. D. H.) peut faciliter la confection des coupes. Celles-ci,
d'une épaisseur de 7 um, sont colordes par 1'hématoxyline de Groat associée au

picro-indigo-carmin.

B ~ MICROSCOPIE EIECTRONIQUE

Iles meilleurs résultats sont obtenus par une double fixation au
glutaraldényde & 6,25 % dens le tampon 3 pH 7,2 et & l'acide osmique a4 1 %
dans le méme tampon. lLes piéces sont incluses dans 1l'epon. Les coupes sont
effectuées 3 1l'ultramicrotome Porter-Blum et contrastées par le citrate de
plomb selon REYNOIDS (1963), précédé ou non d'un passage dans 1l'acétate d'ura-
nyle en solution aqueuse ou alcoolique. ILes grilles sont examindes aux micros-
copes électroniques HITACHI HST7S et HULlE.
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II - ETUDE CYTOCHIMIQUE

A - MICROSCOPTIE PHOTONIQUE

Diverses techniques plus ou moins spécifiques de constituants cyto-
plasmiques ont été réalisdes (voir tableau I). En ce qui concerne 1l'étude des
lipides, les coupes sont effectudes dans 1l'epon ou au eryostat apreés fixation |
par congélation,et colorées par le noir soudan B. Les phosphatases acides sont
recherchées selon la technique de GOMORI (1950),sur coupes confectionnées au

cryostat.

B - MICROSCOPIE EIECTRONIQUE

Ia recherche de glycogene est effectuée aprés coloration a la
thiocarbohydrazide~protéinate d’argent (technique de SELIGMAN modifiée par
THIERY, 1967). Les glycoprotéines sont détectées par le mélange a 1l'acide
chromique~phosphotungstique (RAMBOURG, 1967).

les ribonucléoprotéines ont été colorées par la méthode de
BERNHARD (1969).

L'utilisation d'enzymes protéolytiques (pepsine, pronase) sur cou-
pes d'epon et de ribonucléase sur coupes dans le G. M. A., a permis de loca-
liser respectivement les protéines et les acides ribonucléoprotéiques
(MONNERON et BERNHARD, 1966).

Ia mise en évidence des phosphatases acides a été réalisée par
1l'application de la technique de GOMORI (1950) adaptée & la microscopie élec-
tronique, selon la méthode préconisée par CASSIER et FAIN-MAUREL (1970).

Ia capture de macromolécules a été étudide aprés injection de pero-
xydase., les animaux regoivent une dose de 10 pl du traceur en solution
(10 mg/hl de Ringer pour Insectes) et sont sacrifiés respectivement 1,3 et
15 heures aprés l'injection. Les ovaires sont fixés selon la technique de

GRAHAM et KARNOVSKY (1966). Des ovaires témoins subissent une oxydation par la
diaminobenzidine (D. A. B.), afin de détecter la présence de peroxydase endo~

geéne.
Ies diverses techniques utilisées pour 1'étude expérimentale seront

exposées dans les chapitres qui lui sont consacrés.
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Techniques

Auteurs

mis en évidence

.Composés ou radicaux

.

Remarques

Millon trichlor-
acétique

Millon sulfurigue) :

Blea de bromophenol'

mercurigque

-Ninhydrine—Schiff

Vert solide
(Fast Green FCF)

Eosine Y

Acide performique
bleu alcian

Bleu de toluidine
pH 4,6

Acide péricdique-
Schiff (P.A.S.)

Acide périodique-
dirédon-Schiff

Bleu alcian

AAAAAAAAA’\A/‘\A’\AAA/\AAAAAA/\A’\AAAAAAAAAAAAAAAAAA/‘\"\AAAAAAAAAA
-

L2y

: AILFERT et

POLLISTER et RIS
(1947)

*e »

MAZIA et coll.
(1953)

s Ss sa ss e

YASUMA et ICHIKAWA
(1952, 53)

: GESCHWIND (1953)

BLOCH et YEW (1960):

BARNETT et
SELIGMAN (1952)

in PEARSE (1968)

se a»

: FEULGEN et

: ROSSENBECK (1904 )

se oo

: PEARSE (1968)

" HUICHKISS (1948)

: BULMER (1959)

in LISON (1960) °
in LISON (1960) et

»

MAC MANUS (1946) et’

STEEDMAN (1950)

PROTEINES

Protéines totales

Protéines sauf

histones

Protéines totales

- Ni,

: Protéines basiques

Protéines basiques
- SH

- 3-8

ACIDES NUCLEIQUES

ADN

ADN et ARN
ARN

POLYSACCEARIDES
vic-glycol

glycogeéne

f mucopolysaccharides.

. acides

¢ crique

.

te oo o3 e se

. lation

)
)
)
'tlon par la salive )
)
)

avec ou sans diges-
tion pepsique ;
avec ou sans HC1
dans la solution
enzymatique

avec ou sans extracs
tion & l'acide tri-
chloracétique

\/vvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvvv

avec ou sans extrao
tion & l'acide pi-

avec ou sans bloca-
ge par la n-éthyl-
maléimide

avec ou sans hydro-
lyse par l'acide
chlorhydrique

avec ou sans diges-
tion par la RNase

avec ou sans diges-
tion par la salive;
avec ou sans méthy-
lation puis saponi-
ficalion

e e’ e e S’ e e et N M’ N i e s S e N et s s i et N

avec ou sans diges-

avec ou sans ngé




CHAPITRE 1



,ETUDE CYTOLOGIQUE ET CYTOCHIMIQUE DE L'OVOGENESE

Avant d'exposer nos résultats, il nous paratt nécessaire de rappeler
la constitution de l'appareil génital femelle et de préciser l'anatomie de
1'ovaire de L. forficatus.

I -~ RAPPELS ANATOMIQUES

A -~ MORPHOLOGIE DE L'APPAREIL GENITAL

Ies premiéres observations sont dues & FABRE (1855).
L'ovaire, impair et médio~dorsal, s'étend sur les deux tiers pos=
térieurs de 1l'animal. Il est prolongé par un oviducte qui se divise en deux

branches et constitue un collier périrectal, l'arcus genitalis, avant d'aboutir

& l'atrium génital. L'orifice génital s'ouvre ventralement sur le sternite du
segment génital II ; il est encadré par les gonopodes, portés par le segment gé-
nital I.

la région postérieure de l'ovaire et 1l'oviducte sont flanqués de
deux paires de glandes accessoires et d'une paire de réceptacles séminaux.
Un tissu glandulaire entoure 1'atrium génital (PRUNESCO, 1965).

Les observations des différents auteurs sont résumées dans la figure 1,
empruntée a RILLING (1968).

B « ANATOMIE DE L'OVAIRE

FABRE (1855) remarque 1l'enchev8trement des ovocytes de toutes
tailles le long du tube ovarien ; la paroi ventrale est différenciée en un
épithélium ovigére auquel sont attachés les ovocytes les plus Jeunes. Ces
observations furent confirmées par LUBBOCK (1861) et TONNIGES (192). Nous
avons pu observer plusieurs ovocytes & différenteé phases, reliés .par un m€me
pédoncule & la paroi ventrale ; seules les cellules les plus fgées sont libres.
L'ovaire est entouré de faisceaux musculaires ; de nombreuses trachéoles sont

en contact avec sa basale,

I1 ~ ETUDE CYTOLOCGIQUE ET CYTOCHIMIQUE DES PHASES OVOGENETIQUES

Nous envisagerons successivement 1'étude cytologique de 1'ovogonie

puis celle de la croissance ovocytaire.



Figure 1 -~ Appareil génital femelle de Lithobius forficatus (vue dorsale).

Atg : atrium génital ; Glg; : glande accessoire ventrale ;
Glgp t glande accessoire dorsale ; Ov ¢t ovaire ; Ovd : oviducte ;

Rec. s. : réceptacle séminal ; Tmf : filament terminal.
A « OVOGONIE
Seule la microscopie €lectronique permet de caractériser les '

cellules souches indifférencies (Pl. I, figs a et b).s
les ovogonies ont un diamétre de 15 a 20 pm\.Leur noyau occupe

la ma jeure partie de la cellule et ne renferme qu'un seul nucléole
Er—3F5—fip—=). la chromatine est peu abondante et surtout périphérique.
les organites cytoplasmiques sont rares, & 1'exception des microtubules, rela=-

tivement nombreux.
Lors de la différenciation de cette cellule en ovocyte, la chromatine



PIANCHE I

Etude cytologique de 1'ovogenése

Fig. a - Jeune ovogonie. Noter les échanges nucléoplasmiques (index) ;

c.r : corps résiduel ; mt : microtubule ; x 17000.

Fig. b - Ovogonie plus &gde. La chromatine se détache de 1'enveloppe
nucléaire, qui devient vésiculeuse (v). N : noyau ; C : eyto-
plasme ; x 34000,

Figs ¢ et 4 - Ovocyte mir.
Formation de vésicules intranucléaires (v.i), qui semblent
jssues de l'enveloppe nucléaire. N : noyau ; C : cytoplasme ;
v.i : vésicules intranucléaires ; fig. ¢, x 33000 ; fig. 4,
x 48000.

Fig. e - Extrusions nucléaires dans un ovocyte en prévitellogenése. Des
granules de 10 nm (fléches) apparaissent dans les extrusions
nucléaires (ex.n), dont le matériel enrobe des polysomes (p) ;
x 116000.

Les échelles correspondent a 1 pm (fig. a), 0,5 pm (figs b, ¢
et d) et 0,1 pm (fig. e).
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senble se détacher de l'enveloppe nucléaire et diffuser dans le nucléoplas-
me. Les grains chromatiniens, d'une taille de 35 nm environ, deviennent nom-
breux. L'espace périnucléaire devient irrégulier et vésiculeux (Pl. I, fig b).
Les pores nucléaires semblent &tre le lieu d'un transit d'une substance

fibrillo~granulaire entre le noyau et le cytoplasme.

B ~ IA CROISSANCE OVOCYTAIRE

Aprés avoir défini les différentes phases de la croissance ovoey-

‘taire, nous décrirons 1l'évolution des constituants cellulaires.

1 - Les différentes phases ovocytaires

La croissance de l'ovocyte présente quatre phases impor=
tantes (RAVEN, 1961) : préméiose, prévitellogendse, vitellogenése et maturation.

Chez L. forficatus, les cellules en préméiose (phase 1)

sont localisées dans 1'épithélium ventral de 1l'ovaire ; elles constituent
généralement des groupes isogéniques. Leur taille n'excede pas 20 ym.

1a pfévitellogenése (phase 2) est caractérisée par une nette
augmentation de la taille. Elle peut &tre subdivisée en deux périodes, que
nous appellerons phases 2A et 2B. Lors de la phase 2A, le noyau renferme quel-
ques dizaines de masses nucléolaires d'un diamétre de 2 3 3 pm, souvent rassem-
blées en une ou plusieurs grappes. Le cytoplasme est trés basophile. Les premié-:
res cellules folliculaires, trés aplaties, apparaisent autour de 1'ovocyte.
Pendant la phase 2B, les masses nucléolaires paraissent se fragmenter et elles
se dispersent dans tout le nucléoplasme (Pl. II, fig f). La basophilie du
eytoplasme diminue (Pl. II, fig h). L'enveloppe ovocytaire primitive apparaft
et s'épaissit progressivement. Les cellules folliculaires entourent complétement
1'ovocyte. A la fin de cette phase, les cellules germinales, généralement de
forme ovolde, ont une taille de 250 sur 200 um.

’ L'accumulation des réserves ovocytaires débute alors : c'est
la vitellogenése ou phase 3. Ia cellule s'accroft considérablement et son
diamétre atteint 500 & 600 pm.

Pendant la maturation (phase 4), 1l'enveloppe primitive dis-
paraft et laisse place a& un chorion épais.
La durée de chaque phase ovocytaire sera étudiée au cours

d'un chapitre ultérieur.



PIANCHE II

Etude cytologique et cytochimigue en microscopie photonique

g - Smith ; hématoxyline de Groat-picroindigocarmin.

e

Figs a

Différents stades préméiotiques

Fig. a - Stade prochromosomes. x 1200.
Fig. b - Stade leptoténe. x 1200.
Fig. ¢ - Stade zygoténe. x 1200.
Fig. d - Stade pachyténe. x 1200.

Fig. e - Stade diploténe. x 1200.

" Evolution nucléolaire

Fig. £ - Noter 1l'abondance des masses nucléolaires (nu) chez un ovocyte

en prévitellogenése. x 1300.

Fig. g - Regroupement du matériel nucléolaire (nu) en fin de vitello-

geneése. x 1100.

Etude cytochimique

Fig. h - Remarquer la diminution de la basophilie nucléolaire et cytoplas-
mique au cours de 1l'ovogenése ; 2 A : début de prévitellogenése ;
2 B : fin de prévitellogenése ; 3 : vitellogengse. Carnoy ; bleu

de toluidine & pH 4,6. x 600.

- Fig. i - Evolution de la teneur en protéines basiques du nucléole (index) ;
1 ¢ cellule en préméiose ; 2 A et 2 B : cellules en début et

en fin de prévitellogenese. Carnoy ; vert solide i pH 8,2.

X 700,

les échelles correspondent & 10 pm.






2 « Evolution des constituants cellulaires

L'étude des constituants cellulaires au cours de la crois-
sance ovoeytaire a fait 1l'objet de communications antérieures (HERBAUT, 1970, T2a
Dans cet exposé nous déecrirons essentiellement 1'évolution des organites qui
subissent des modifications en relation avec les diverses conditions expéri-
mentales ; celle des autres organites sera briévement rappelée.

Nous envisagerons successivement les constituapts du noyau

puis les éléments cytoplasmiques.

————————

. Les chromosomes

Les chromosomes ne sont bien observables
qu'en microscopie photonique, et pendant la préméiose. Ils sont d'abord pré-
sents sous forme de prochromosomes(Pl., II, fig a), comme c'est le cas chez
de nombreuses espéces animales (RHOADES, 1961). Le nombre d'amas correspond
généralement au nombre chromosomique (RAVEN, 1961). Nous avons pu en compter 24,
valeur qui correspond & celle qui a été observée chez le mAle(BOUIN et BOUIN,
1902 ; DESCAMPS, 19659). Les stades classiques se succédent ensuite : leptoténe,
zygoténe, pachyténe et diploténe (Pl. II, figs b & e). Ia durée relative de
chaque stade a pu €tre évaluée. le stade prochromosomes dure a lui seul autant
que les suivants . lLes stades leptoténe, zygoténe, pachyténe et diploténe occupent
respectivement le sixieme, le quart et les suivants le dixiéme de la durée de
la préméiose ; le dernier stade est probablement écourté par les processus de
déspiralisation des chromosomes.

Ia méiose est bloquée au stade diploténe.
les chromosomes se déspiralisent et deviennent de plus en plus diffus dans
le nucléoplasme. Peu visibles lors de la prévitellogenese et de la vitelloge-
nése, ils se condensent faiblement lors de la maturation.

En microscopie électronique, la chromatine
n'est observable qu'au début de la prévitellogenése, sous forme d'amas fibrillo-
granulaires, entourés de nombreux grains chromatiniens. L'un de ces ams, con-
densé, d'un diametre de 1 & 1,2 pm, persiste pendant toute la durée de la
croissance ovocytaire. Il correspond vraisemblablement a la "vésicule sexuelle",
toujours observable dans les cellules germinales. Les grains chromatiniens
sont toujours trés nombreux lors de la prévitellogenése ; ils disparaissent

peu & peu pendant la vitellogenese et sont rares dan8 les noyaux des ovocytes

mirs.
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. Le nacléole

~ Morphologie
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u&;it ?§)ultrastructurale des cellules
en préméiose révéle un volumineux nucléoley! qui semble libérer un matériel
granuleux dans le nucléoplasme. Dés la fin de cette phase commence la disSsow
ciation du matériel nucléolaire et, au début de la phase 2A, dix & trente
éléments de 2 4 3 um entourent une substance chromatinienne dense, fibrillaire,
d'aspect spongieux : 1l'organisateur nucléolaire (P1. I1II, fig b). Ils se dis=
persent progressivement dans le nucléoplasme et leur nombre atteint une
?centaine 4 la fin de la phase 2A.

En contact avec 1l'organisateur nucléo-
laire ou libérés dans le noyau, ces éléments émettent des lames plus ou
moins nombreuses dont les dimensions atteignent 150 nm sur 50 nm (Pl. III,
figs b et c¢). L'émission atteint son maximum au début de la phase 2B et cesse
en fin de prévitellogenése. lLes lames nucléolaires se dispersent en une malti-
tude de particules dispersées dans le nucléoplasme. A la fin de la phase 2B,
la taille des masses nucléolaires n'excéde pas 1,5 & 2 um. L'observation de
coupes sériées en microscopie photonique permet d'en dénombrer Jusqu'a un
millier. Dans certains cas, le matériel nucléolaire est rassemblé en un gros
amas, parfois vacuolisé, et entouré de quelques éléments de moindre importance.

Cette étude révele 1'importance de 1'évo-
lution nucléolaire au cours de la prévitellogenese. L'augmentation volumétriw
que considérable indique une synthése active d'ARN ribosomaux . Le transfert
de ces précurseurs vers le cytoplasme est probablement favorisé par l'accrois-
sement de surface réalisé par la fragmentation et la délamination.

Pendant la. vitellogenése,l'émiettement
des masses nucléolaires se poursuit. Leur nompre peut atteindre 4 500 et leur
taille n'est plus que de 1 & 1,5 ym.

Dans les ovocytes mlrs, le matériel est
soit dispersé, soit rassemblé en un gros amas, dont la taille peut atteindre
8 ym (P1. II, fig.g).

- Structure

Ia zone centrale des é1éments nucléolaires
est constitude d'un enchevftrement de fibrilles de 5 nm d'épaissewr. Leur
zone centrale présente des granules de 15 & 20 nm qui renferment des fibrilles
(P1. IV, fig a). Ces deux constituants se retrouvent dans tous les éléments

nucléolaires ; les granules périphériques sont visibles surtout au niveau des



PIANCHE III

Evolution du nucléole au cours de 1'ovogenése

Fig. a - Ovocyte en préméiose. Noter la libération de matériel granu-

laire (g) par le nucléole (nu). x 27000,

Fig. b - Ovocyte en début de prévitellogenése. 1l.m : lame nucléolaire

m.nu : masse nucléolaire ; o.nu: organisateur nucléolaire. .

x 32000.

Fig. ¢ - Ovocyte en fin de prévitellogenése. Les lames émises par les
masses nucléolaires (fléches courbes) sont libérées dans le
nucléoplasme (fléches droites). N : noyau ; C : eytoplasme.

x 4200.

les échelles correspondent & 0,5 pm (figs a et b) et 2 pm
(fig. c).


























































































































































































































































































































































































































































































































































































































